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® Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Herstellung und Verwendung 
@ Die vorltegende Erfindung betrifft ein Erkennungssy- 
stem enthaltend w 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente ^ 
A mit mindestens einer Bindestelle fur die Erkennungs- it 
spezie B und Q 

(b) mindestens eine Erkennungsspezie B, die an die Bin- O 
dungskomponente A binden kann. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystem 
enlhaltend 

(a) mindeslens eine immobilisierle Bindungskompo- 
nente A mit mindeslens einer Bindestelle fur die Er- 
kennungsspezie B und 

(b) mindeslens eine Erkennungsspezie B, die an die 
Bindungskomponenle A binden kann. 

Arrays sind Anordnungen von immobilisienen Erken- 
nungsspezien, die speziell in der Analytik und Diagnoslik 
eine wichlige Rolle bei der simultanen Beslimmung von 
Analylen spielen. Beispiele sind Peptide- Arrays (Fodor el 
al, Nalure 1993, 364, 555) und Nuclei nsaure- Arrays (Soul- 
hem et al. Genomics 1992, 13, 1008; U.S. Patent Nr. 
5,632,957). 

In der experimenlellen Analytik lassen Arrays durch die 
lokalisierte Erzeugung von Ereignissen eine besonders ein- 
fache, schnelle und reproduzierbare Daten analyse zu. Bei- 
spiele hierfiir reichen vom physikalischen Mehjicanaldetek- 
lor bis hin zu Mikroliterplatlen in der Labormedizin. 

Arrays dienen auch zur Speicherung und Verarbeilung 
von Informationen und sind das grundlegende Konsu-ukli- 
onselement der Nanotechnologie. 

Weilere wichlige Anwendungsbereiche sind in der Biolo- 
gie, Biochemie, Medizin und Pharmakologie zu finden. So 
wird in EP-Al-0 461 462 ein Immunoassay beschrieben, bei 
dem feldartig positionierle und immobilisierle Antigene mil 
einem oder mehreren Antikorpem in Konlakt gebracht wer- 
den. In WO 96/01836 wird beispielsweise ein Array von 
DNA-Molekiilen unterschiedlicher Sequenz beschrieben, 
der zur Deleklion von Genabschnitten diente und so bei- 
spielsweise zur Diagnose pathogener Bakterien flihrte. 

Immobilisierung durch supramolekulare Wechselwirkun- 
gen sind auch auBerhalb der Array-Anwendungen bekannl. 
So konnen Trager mil Anti-Anlikorpem iiber ein kovalent 
an den Trager gebundenes Antigen fixiert werden. Die Ana- 
lytik von Immunoassays basiert weitgehend auf Enzym-Im- 
munoassays (EIAs), bei denen eine enzymalisch kalalysierte 
Reaklion die Prasenz eines Antigen-Anlikorper- oder eines 
Ahtigen-Antikorper-Anlianlikorper-Komplexes anzeigl, 
Eine der am Komplex beteiligten Einheiten isl hierbei ent- 
weder an einem Trager immobilisierl oder selbst ein Trager, 
z. B. in Form von Gewebsbestandleilen. 

Derartige Signal verslarkungsverfahren haben jedoch ins- 
besondere beziiglich der VerlaBlichkeil der qualiiativen 
Aussage wie auch der Quantifizierung Nachteile. Ein beson- 
derer Nachteil von miniaturisierten Arrays sind der Auf- 
wand und die Kosten bei der Herstellung. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein Er- 
kennungssystem zu finden, das einfach, zuverlassig, hochse- 
lektiv und zudem billig isl. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Er- 
kennungssystem enthaliend 

(a) mindeslens eine immobilisierle Bindungskompo- 
nenle A mil mindeslens einer Bindestelle fur die Er- 
kennungsspezie B und 

(b) mindeslens eine Erkennungsspezie B, die an die 
Bindungskomponenle A binden kann. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform isl ein Erkennungssy- 
stem, bei dem die Bindung der Bindungskomponenle A an 
die Erkennungsspezie B in Form eines molekularen Paa- 
rungssystems erfolgt. 

Solche Paarungssysieme sind supramolekulare Systeme 
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nicht-kovalenter Wechselwirkung, die sich durch Selekti vi- 
tal, Slabililal und Reversiblitat auszeichnen, und deren Ei- 
genschaften bevorzugt thermodynamisch, d. h. durch Tem- 
peratur, pH-Wen und Konzentration beeinfluBl werden. Sol- 

5 che Paarungssysieme konnen z. B. aufgrund ihrer selekti ven 
Eigenschaften auch als "molekularer KlebstofF fur die Zu- 
sammenfiihrung von unlerschiedlichen Metallclustem zu 
Cluster- Verbanden mit potentiell neuen Eigenschaften ver- 
wendel werden [siehe z. B. R. L. Letsinger, el al.. Nature 
10 1996, 382, 607-9; P. G. Schultz et al, Nalure 1996, 382, 

. 609-11]. 

Daher isl es besonders vorteilhaft, wenn das Paarungssy- 
slem einen Komplex darslellt, der durch Assoziation der 
Bindungskomponenle A mit der Erkennungsspezie B iiber 

15 nichtkovalenle Wechselwirkungen gebildel wird. Die nichl- 
kovalenten Wechselwirkungen sind insbesondere Wasser- 
stoffbriicken, Salzbriicken, Slapelungen ("Stacking"), Me- 
talligandierungen, Charge-Transfer- Komplexe und hydro- 
phobe Wechselwirkungen. 

20 In einer besonderen Ausfuhrungsform enthall das mole- 
kulare Paarungssystem gemaB der vorliegenden Erfindung 
eine Nucleinsaure und deren Analoga, insbesondere in Form 
einer Pentose, vorzugsweise einer Pentopyranoseoder Pen- 
tofuranose. Im allgemeinen ist die Pentose ausgewahll aus 

25 einer Ribose, Arabinose, Lyxose oder Xylose. Besonders 
bevorzugt ist Pyranosyl-RNA (p-RNA), Nucleinsaure mil 
einer oder mehreren Aminocyclohexylethansaure(CNA)- 
Einheiten, peptidische Nucleinsaure (PNA), oder einer Nu- 
cleinsaure mil einer oder mehreren [2-Amino-4-(carbox- 

30 ymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. Besonders bevorzugt 
sind Pyranosyl-Nucleinsauren (p-NA's) und vor allem p- 
RNA's. 

p-NA's sind im allgemeinen zur naliirlichen RNA isomere 
Strukturlypen, bei denen die Pentose-Einheiten in der Pyra- 

35 noseform vorliegen und durch Phosphodieslergruppen zwi- 
schen den Posilionen C-2' und C-4' repeliliv verkniipft sind. 
Unter "Nucleobase" werden dabei die kanonischen Nucleo- 
basen A; T, U, C, G, aber auch die Paare Isoguanin/Isocyto- 
sin und 2,6-Diaminopurin/Xanthin und im Sinne der vorlie- 

40 genden Erfindung auch andere Purine und Pyrimidine wie 
Purin, 2,6-Diaminopurin, 6-Purinlhiol, Pyridin, Pyrimidin, 
Isoguanin, 6-Thioguanin, Xanthin, Hypoxanthin, Isocyto- 
sin, Indol, Tryptamin, N-Phthaloyltryplamin, Coffein, Theo- 
bromin, Theophyllin, BenzoUnazol oder Acridin, verslan- 

45 den, und vorzugsweise Ribopyranosyladenosin, Ribopyra- 
nosylguanpsin, Ribopyranosylthymidin, Ribopyranosylcy- 
losin, Ribopyranosyllryptamin oder Ribopyranosyl-N- 
phthalouyplamin, Ribopyranosyl-uracil oder deren [2- 
Amino-4-(carboxymethyl)-ribopyranosyl] -Derivaie. 

50 p-NA's, und zwar die von der Ribose abgeleitele p- 
RNA's, wurden zum ersienmal von Eschenmoser et al. be- 
schrieben (Helv. Chim, Acta 1993, 76, 2161; Helv. Chim 
Acta 1995, 78, 1621; Angew. Chem. 1996, 108, 
1619-1623). Sie bilden ausschlieBlich sogenannle Watson- 

55 Crick-gepaarle, d. h, Purin-Pyrimidin- und Purin-Purin-ge- 
paarte, antiparallele, reversibel "schmelzende", quasi- li- 
neare und stabile Duplices. Homochirale p-RNA-Strange 
entgegengesetzten Chiralitaissinns paaren ebenfalls konlrol- 
lierbar und sind in der gebildeten Duplex su-eng nichl-heli- 

60 cal. Diese fur den Aufbau supramoiekularer Einheiten wert- 
volle Spezifitat hangl mil der relaliv geringen Rexibilitat 
des Ribopyranosephosphal-Ruckgrais so wie mil der slarken 
Neigung der Basenebene zur Su-angachse und der hieraus 
folgenden Tendenz zu inlercatenarer Basenstapelung im re- 

65 sultierenden Duplex zusammen und laBt sich letzlich auf die 
Teilnahme eines 2',4'-cis-disubsliluierten Ribopyranose- 
rings am Aufbau des Ruckgrales zuruckfuhren. 

Diese wesentlich besseren Paarungseigenschaften ma- 
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Chen p-NA's gegenuber DNA und RNA fiir die Anwendung 
des Aufbaus supramolekularer Einheiien zu bevoizugten 
Paarungssysiemen, Sie bilden ein zu natiiriichen Nuclein- 
sauren oithogonales Paarungsystem, d. h. sie paaren nicht 
mil in der naturlich Form vorkommenden DNA's und 
RNA's, was im besonderen im diagnostischen Bereich vor- 
teilhaft isL 

p-NA's eignen sich daher besonders fur die Anwendung 
im Bereich der Nanotechnologie, bei spiels weise zur Her- 
stellung neuer Maierialien, Diagnostika und Therapeuiika 
sowie mikroelektronischer, photonischer bzw. optoeleku-o- 
nischer Bauteile und fur das kontrollierte Zusammenftihien 
molekularer Species zu supramolekularen Einheiien, wie 
z. B. fur den (kombinatorischen) Aufbau von Proteinassem- 
blies [siehe z. B. A. Lombardi, J. W. Bryson, W. R De- 
Grado, Biomolekuls (Pepi. Sci.) 1997, 40, 495-504], da p- 
. NA's, und besonders p-RNA's Paaningssysteme bilden, die 
stark und ihermodynamisch konu-oilierbar sind. Eine wei- 
tere Anwendung ergibt sich daher gerade im diagnostischen 
und drug discovery-Bereich durch die Moglichkeit, funktio- 
nelle, bevorzugt biologische Einheiien wie Proieine oder 
DNA/RNA-Abschnille, z.B. mil einem p-RNA-Code zu 
versehen, der nicht mil den natiiriichen Nuclei nsauren inter- 
ferien (siehe z. B. WO93/20242). 

Die Lange der Nucleinsaure und deren Analoga ist gemaB 
der vorliegenden Erfindung mindestens ca. 4-50, vorzugs- 
weise mindestens ca. 4^25. insbesondere mindestens ca. 
4-15, vor allem mindestens ca. 4-10 Nukleotide. 

Im allgemeinen ist die Bindungskomponente A an einem 
Trager immobilisiert. 

Unler dem Begriff "immobilisiert*' versiehl man im Sinne 
der vorliegenden Erfindung die Ausbildung einer kovalen- 
ten Bindung, quasi-kovalenten Bindung oder supramoleku- 
laren Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie linear konstituierte Molekule, ins- 
besondere Peptide, Peptoide, Proieine, lineare Oligo- oder 
Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Analoga, oder 
Monomere wie Helerocyclen, insbesondere Stickstoffhele- 
rocyclen, oder nichtlinear konstituierte Molekule wie ver- 
zweigte Oligo- oder Polysaccharide oder Antikorper und de- 
ren funklionelle Teile. Funktionelle Teile von Antikorper 
sind beispielsweise Fv-Fragmenle (Skerra Pliickthun (1988) 
Science 240, 1038), einzelkeltige Fv-Fragmente (scFv; Bird 
el al. (1988), Science 242, 423; Huston et al. (1988) Proc. 
NaU. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879) oder Fab-Fragmente 
(Better et al. (1988) Science 240, 1041). 

Die Tragerung erfolgi somit im allgemeinen kovalent, 
quasi-kovalent, supramolekular oder physikalisch wie ma- 
gnelisch (A. R. Shepard et al. (1997) Nucleic Acids Res., 25, 
3183-3185, Nr. 15), im eleklrischen Feld oder durch einen 
Molekularsieb. Die Bindungskomponente A wird hierdurch 
entweder direkt an der Position des Ti-agers synlhetisiert 
Oder an besiinmite Positionen des Tragers "gelinkt". Bei- 
spiele sind Konjugations- und Tragerverfahren uber Perjo- 
datoxidation und redukiiver Aminierung der Schiftbase, N- 
Hydroxisuccinimidester von vorzugs weise Dicarbonsaure- 
linker, Elhylendaminphosphoamidatlinker, Mercapto-, Jo- 
dacetyl- oder Maleinimido-Verfahren und/oder kovalente 
Oder nichi-kovalente Biotin-Linker-Verfahren. 

Ais Tragermaterialien eigenen sich beispielsweise Kera- 
niik, Metall, insbesondere Edelmeiail, Glaser, Kunsistoffe, 
jcristalline Maierialien bzw. diinne Schichten des Tragers, 
insbesondere der genannten Maierialien, oder (bio)moleku- 
lare Rlamente wie Cellulose, Geriistproteine. 

Eine besondere Ausftihrungsform ist daher ein erfin- 
dungsgemaBes Erkennungssystem, bei dem die Bindungs- 
komponente A an einen Trager iiber eine kovalente Bin- 
dung, quasi-kovalenle Bindung oder supramolekulare Bin- 



dung durch Assoziation von zwei oder mehreren molekula- 
ren Spezien wie linearkonsiiiuierte Molekule, insbesondere 
Peptide, Peptoide, Proieine, lineare Oligo- oder Polysaccha- 
ride, Nucleinsauren und deren Analoga, oder Monomere 
5 wie Helerocyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen, 
Oder nichtlinear konstituierte Molekule wie verzweigie 
Oligo- Oder Polysaccharide oder Antikorper und deren funk- 
lionelle Teile wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Frag- 
mente (scFv) Oder Fab-Fragmente, immobilisiert ist. 
10 In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die Bindungskom- 
ponente A an definierten Siellen des Tragers, insbesondere 
in Form einer Matrix, immobilisiert, wobei die definierten 
SteUen des Tragers vorzugsweise adressiert sind. 
GemaB dem bevorzugten Erkennungssystem wird daher 
15 ein Molekul in der mobilen (Puffer)-Phase mit der enlspre- 
chenden Komplementarsequenz nur an der Position der pas- 
senden Adresse einen supramolekularen Komplex spontan 
ausbilden. Sind an diese mobile Komplemenlaradresse 
durch chemische (Konjugate) oder supramolekulare Verbin- 
20 dungsbildung (Komplexe) weitere Einheiien mit besonde- 
ren Funktionen wie z. B. der eines Aniikorpers gebunden, 
wird je nach verwendeien Adressenmusler auf demselben 
Immobilisal-Array ein unterschiedlicher Funktionsarray 
aufgespannL 

25 Die groBen Vorteile eines solchen modularen Systems 
sind die identische einmalige Bereilstellung der Tragerein- 
heiten fiir unterschiedlichste Anwendungen und die in situ 
Erzeugung nichthallbarer Bio-Konjugate etwa aus Protei- 
nen, Enzymen oder lebenden Zellen und dem Paarungsresl. 
30 ^ Ein weilerer Vorteil ist die schriliweise Erzeugung von 
Substratbindungsereignis und dem meBbaren Bindungser- 
eignis an der Tragerposition, d. h. das Substrat kann vollig 
ungehindert einen ersten Komplex mil der loslichen, adres- 
sierten Komponenle (Erkennungsspezie B) bilden und an- 
35 schlieBend im Raum der Tragerposition paarend an die Bin- 
dungskomponente A inmiobilisieren. 

Es ist femer besonders bevorzugt, wenn die Bindungs- 
komponente A an eine Trager-Elektrode des Tragers immo- 
bilisiert ist, da beispielsweise durch eine Signalversiarkung 
40 des Impedanzverhaltens von Trager-Elektroden bei Bin- 
dungsereignissen ein elektronisch lesbares Signal erzeugt 
wird. Entsprechende Elekuodenprozesse sind bei R. R An- * 
dres (1996) Science, 272, 1323-1325 und entsprechende 
Impedanzmessungen sind bei M. Stelzle el al. (1993) J. of 
45 Physical Chem., 97, 2974-2981 beschrieben. 

Als Erkennungsspezie B ist beispielsweise ein Biomole- 
kul geeignet, welches z. B. ausgewahlt ist aus einem Pepiid, 
Peptoid, Protein wie Rezeplor oder funktionelle Teile davon 
wie die exu-azellulare Domane eines Membran-standigen 
50 Rezepiors, Antikorper oder funktionelle Teile davon wie Fv- 
Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
Fragemente, oder Zellbesiandleile wie Lipide, Glykoprx>- 
teine, Filamentbestandteile, oder Viren, \%enbestandleile 
wie Kapside, oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate 
55 und deren wiricsame Teile, oder Subsianzbibliotheken wie 
Ensembles von sich strukiurell unierscheidenden Verbin- 
dungen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren. 
Ublicherweise enthali das Biomolekul eine Binderegion 
60 fur die Bindungskomponente A; die vorzugsweise eine der 
oben beschriebenen Nucleinsauren oder deren Analoga dar- 
slellt. Im allgemeinen wird hierbei das Biomolekul an eine 
ausgewahlte Nucleinsaure oder Analogon iiber einen Linker 
gebunden Beispielsweise eignet sich ein Uracil-basierender 
65 Linker, bei dem vorzugsweise die 5-Position des Uracils 
modifiziert wurde, z. B. N-Phihaloylaminoethyluracil, aber 
auch ein Indol-basiercnder Linko-, vorzugsweise Trypta- 
minderivale, wie z, B. N-Phthaloyltrypiamin. 
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In einer besonderen Ausfuhrungsform enthalt die immo- 
bilisierte Bindungskomponente A verschiedene Bindestel- 
len fur verschiedene Erkennungsspezien B, wodurch ver- 
schiedene Erkennungsspezien B an der Bindungskompo- 
nente A binden konnen. 5 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist mindestens eine 
weitere Erkennungsspezie B an die Bindungskomponente A 
immobilisiert. 

Daher ist ein weiteres erfindungsgemaBes Erkennungssy- 
stem dadurch gekennzeichnet, daB es lO 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskompo- 
nente A mit mindestens 2+n verschiedenen Bindestel- 
len fur mindestens 2-Hn verschiedene Erkennungsspe- 
zien Bl, B2 . . . Bn und eine weitere von der Erken- 15 
nungsspezie Bl, B2 . . . Bn verschiedene Erkennungs- 
spezie B(n+3), die an die immobilisierte Bindungs- 
komponente A immobilisiert ist, und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspe- 
zien Bl, B2. . , B(n+3), wobei n eine ganze Zahl von 20 
0-20, vorzugsweise 0-10, insbesondere 0-5, vor allem 

0 Oder 1 bedeutet. 

In einer weiteren Ausgestaltung stammt die Erkennungs- 
spezie Bl, B2 . . . Bn aus einer Substanzbibliothek. 25 

Zur Strukturanalyse eines Komplexes aus einer Substanz- 
bibliothek ist es besonders vorteilhafl, wenn die Struklur der 
Erkennungsspezie B(n+3) bekannt ist, und/oder die ver- 
schiedenen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erken- 
nen. 30 

Das SubsU-at S ist im allgemeinen ausgewahlt aus Mole- 
kule, vorzugsweise Arzneistoffe und Pflanzenschutzwirk- 
stoffe, Metaboliten, physiologische BotenstofFe, Derivate 
von Leitstrukluren, Substanzen, die im menschlichen oder 
tierischen Korper im Fall von krankhaften Veranderungen 35 
produziert oder im erhohten MaB produziert werden, oder 
Ubergangszustandanaloga, oder Peptide, Peptoide, Proteine 
wie Rezeptoren oder funktionelle Teile davon wie die exUra- 
zellulare Domane eines Membran-standigen Rezeplors, An- 
tikorper oder funktionelle Teile davon wie Fv-Fragmente, 40 
einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, 
oder Zellbestandteile wie lipide, Glykoproteine, Filament- 
bestandteile, oder Viren, Virenbestandleile wie Kapside, 
oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate, oder Mono- 
mere wie Heterozyklen, insbesondere Stickstoffheterozy- 45 
klen, ckler nichtlinear konstituierte Molekiile wie verzweigte 
Oligo- Oder Polysaccharide, oder Substanzbibliotheken wie 
Ensembles von sich struktureil unterscheidenden Verbin- 
dungen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren, Ester, Acetale oder 50 
Monomere wie Heterocyclen, Lipide, Steroide, oder An- 
griflfsstrukturen von Pharmaka, vorzugsweise Arzneimittel- 
rezeptoren, spannungsabhangige lonenkanale. Transporter, 
Enzyme oder Biosynthese-Einheiten von Mikroorganismen, 

Substanzbibliotheken sind dem Fachmann aus dem Be- 55 
reich der kombinatorischen Chemie bekannt. Beispiele sind 
die leicht zuganglichen Peplidbibliotheken, erzeugt durch 
Permutation der Peptidsequenz. Paaren solche Bibliotheken, 
entstehen vollig neue Supra-Molekule bzw. Komplexe. Die 
beachtliche Anzahl moglicher Komplexe beinhaltet mdgli- 60 
cherweise Erkennungsregionen flir Substrat-Molekule, ahn- 
lich dem Epitop eines Antikorpers. Die Ausfiihrungsform 
laBt dann ein Screening eines solchen stochastischen Bin- 
dungsereignisses zu. Ist eine der Konjugatbibliotheken an 
den Trager gebunden, kann durch die Codonadresse bzw. 65 
bei gleichbleibender Adresse durch seine bloBe Position di- 
rekt seine Identilat (z. B. die Peptidsequenz) festgelegt wer- 
den. Der Array erzeugt fiir einen der Paarungsstrange eine 
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sogenannte codierte Bibliothek und vereinfacht die Kom- 
plexanalytik der supramolekularen Bibliothek. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stellt das 
erfindungsgemaBe Erkennungssystem einen Immunoassay 
dar. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
auch ein Verfahren zur Identifizierung eines SubsU^tes S in 
einer Probe mit Hilfe des erfindungsgemaBen Erkennungs- 
systems, bei dem 

(a) eine Erkennungsspezie B; die das Substrat S er- 
kennt, mit der Probe in Kontakt gebracht wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer immobili- 
sierten Erkennungsspezie B in Kontakt gebracht wird, 
und 

(c) die Bildung eines Komplexes aus immobilisierter 
Bindungskomponente A, Erkennungsspezie B und 
Substrat S nachgewiesen wird. 

Insbesondere wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
die Bildung des Komplexes uber physikalische Parameter 
wie Temperatur, Salze, Losungsmittel, elektrophoretische 
Vorgange gesteuert. 

Im allgemeinen wird der sich gebildete Komplex uber 
eine Markierung wie eine radioaklive oder fluoreszierende 
Markierung, enzymatische Markierung, Redoxmarkierung, 
Spinnmarkierung der Erkennungsspezie B nachgewiesen, 
oder uber den Komplex selbst, bei spiels weise iiber Elektro- 
denprozesse wie uber chemische Prozesse, z, B, Redoxpro- 
zesse in der Umgebung oder an der Elektrode oder uber eine 
physikalische MeBgroBe wie uber Impedanzmessung oder 
Gleichstrommessung. 

Besondere Amplifizierungs- oder Vorkonzenuierungs- 
schritte der Substrate werden somit fiir viele Anwendungen 
nicht benotigt, was besonders vorteilhafl ist. Die chemische 
und physikalische Heterogenitat der Positionen vor und 
nach den Paarungsereignissen kann zudem mit dem direkt- 
elektronischen Verfahren sehr vorteilhafl durch ParameUi- 
sierung bzw, Eichung uber die Software eliminiert werden. 

Das Problem, daB wichtige Substratmolekiile fiir solche 
Anwendungen Molekiile der natiirlichen Paarungssysteme 
DNA und RNA selbst sein konnen und somit mit der Adres- 
sierung in storende Wechselwirkung U^ten wiirden, wird da- 
durch gelost, daB besonders stabile, selektive und nicht-na- 
tiirliche Paarungssysteme, wie z. B, p-NA's, verwendet wer- 
den. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auch auf ein 
Verfahren, mit dem Erkennungsspecies, bevorzugt natiirli- 
che DNA- oder RNA-Strange und Proteine, dabei bevorzugt 
Antikorper oder funktionelle Teile von Antikorper, durch p- 
NA-Abschnitte, bevorzugt p-RNA-Abschnitte, eindeutig 
codiert werden. Diese konnen dann mit den zugehorigen 
Codons auf einem festen Trager hybridisiert werden. Damit 
kann auf einem festen Trager, der in Form eines Arrays mit 
Codons ausgestattet ist, nur durch Einstellung von Hybridi- 
sierungsbedingungen mit immer neuen Kombinationen von 
Erkennungsspecies an den gewiinschlen Positionen inrmier 
neue, diagnostisch niitzliche Arrays aufgebaut werden. Wird 
dann der Analyt, beispielsweise eine biologische Probe wie 
Serum o. a. aufgebracht, dann werden die zu detektierenden 
Species in einem besiimmten Muster auf dem Array gebun- 
den, welches dann indirekt (z. B. durch Fluoreszenzmarkie- 
rung der Erkennungsspecies) oder direkt (z. B. durch Impe- 
danzmessung am Ankniipfungspunkt der Codons) registriert 
wird. Dann wird die Hybridisiening durch geeignete Bedin- 
gung aufgehoben (Temperatur, Salze, Losungsmittel, elek- 
trophoretische Vorgange), so dafi wieder nur der Trager mit 
den Codons zuriickbleibt Dieser wird dann emeut mit ande- 
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ren Erkennungsspecies beladen und wind z. B. fiir den glei- 
chen Analyten fur die Ermiiilung eines anderen Musters 
verwendeL Die immer neue Anondnung von Erkennungs- 
species im Array-Format und die Verwendung von p-NA's 
als Paarungssysienne ist gegeniiber anderen Systemen, siehe 5 
z. B. WO 96/13522, besonders vorteilhaft. 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren kann in einem 
weiteren Schritt der Komplex aus Erkennungsspezie B und 
Subsu-at S auch isolien werden. Hierzu wird z. B. der Kom- 
plex aus Erkennungsspezie B und Substrat S nach Einfrieren lO 
des Bindungsgleichgewichts oder kovalentes Cross-Linking 
von Erkennungsspezie B und Substrat S isolien. 

Das erfindungsgemaBe Erkennungssystem eignet sich 
folglich besonders gut zum Auffinden eines Subsuates S, 
zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalysators und/oder 15 
zur Herstellung eines elektronischen Bauteils, insbesondere 
zum Auffinden, zur Optimierung und/oder zur Herstellung 
eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes, 

Je nach den synihetisierten Adressen kbnnen somit fiir 
unterschiedliche Fragestellungen bzw. diagnostische Pro- 20 
bleme schnell Kits zusammengestellt werden, die auf dem 
existierenden Codon- Array in situ das Testsyslem durch 
Paarung bildet. Bevorzugt werden Biomolekule, z. B. ganz 
allgemein Zell- oder Virus-Beslandteile, ganz besonders 
monoklonale Antikorper oder deren funktionelle Teile. 25 

Die folgenden Figuren sollen die Erfindung naher be- 
schreiben, ohne sie zu beschranken. 

BESCHREIBUNG DER HGUREN 

Fig, 1 zeigt schematisch das allgemeine Prinzip einer Er- 
kennungsspezie, die in situ urn ein zu erkennendes Subsu^t 
erzeugt wird. Die Komplexierungseinheit (Pepiid) kann 
durch eine Tragermatrix bekannt sein. Hierbei bildet sich 
eine thermodynamisch oder kinetisch konlrollien konstitu- 35 
ierte Bindungstasche ais Komplex mit dem Substrat. Die zu 
alien B-Einheiten komplementare Paarungseinheit A ist am 
Trager fixiert (immobilisiert). 

Fig. 2 zeigt schematisch eine Anordnung von immobili- 
sierten Erkennungssuiikturen (Arrays) auf einem festen Tra- 40 
gen 

Fig. 3 zeigt schematisch die modulare Erzeugung eines 
supramolekularen Arrays. Auf dem gleichen Anticodon- 
Trager werden durch Adressierung mit den selektiven Paa- 
rungsregionen unterschiedliche Immunoarrays aufgebaut. 45 

Fig. 4 zeigt schematisch den Aufbau eines Arrays mil 4 
Tragerpositionen (Elektroden) und das MeBprinzip. 

Fig. 5 zeigt schematisch UV-spekU-oskopisch und Impe- 
danz-spektroskopisch den Nachweis der Paarung der Anti- 
codon-Codon-Molekiile. Durch Temperaturemiedrigung 50 
paaren die Su-ange, der Puiferuberstand verarmt, die UV- 
Exlinktion des Uberstandes nimmt ab bzw. die Veranderung 
der Elektrodendoppelschicht wirkt auf die Impedanzmes- 
sung. 

Fig. 6 zeigi schematisch die Funktionsweise eines adres- 55 
sierten Immunoarrays. Lediglich Elekutxle 3 tragi die pas- 
sende Adresse zu einem Antikorper-Paarungsstrang-Konju- 
gat Wird das passende Antigen zugegeben, verandert sich 
die Impedanz an der Eleku-ode 1 anders als durch bloBe Puf- 
ferveranderung an den anderen Elektroden. 60 

Patentanspriiche 

1. Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungs- 65 
komponente A mit mindestens einer Bindestelle 
fiir die Erkennungsspezie B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezie B, die an 
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die Bindungskomponente A binden kann. 

2. Erkennungssystem nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnei, daB die Bindung der Bindungskompo- 
nente A an die Erkennungsspezie B in Form eines mo- 
lekularen Paarungssystems erfolgu 

3. Erkennungssystem nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Paarungssystem einen Komplex 
darstelli, der durch Assoziaiion der Bindungskompo- 
nente A mil der Erkennungsspezie B uber nicht-kova- 
lenle Wechselwirkungen gebildet wird. 

4. Erkennungssystem nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die nicht-kovalenten Wechselwir- 
kungen ausgewahlt sind aus Wasserstoffbriicken, Salz- 
brucken, Stapelung ("Stacking"), Metalligandierungen, 
Charge-Transfer-Komplexe und hydrophobe Wechsel- 
wirkungen. 

5. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 2-4, 
dadurch gekennzeichnet, daB das molekulare Paa- 
rungssystem eine Nucleinsaure und deren Analoea ent- 
halt. * 

6. Erkennungssystem nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Nucleinsauren und deren Ana- 
loga eine Pentose, vorzugsweise eine Pentopyranose 
oder Pentofuranose ist. 

7. Erkennungssystem nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Pentose ausgewahlt ist aus einer 
Ribose, Arabinose, Lyxose oder Xylose. 

8. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 5-7, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleinsaure und de- 
ren Analoga ausgewahlt ist aus Pyranosyl-RNA (p- 
RNA), Nucleinsaure mit einer oder mehreren Arnino- 
cyclohexylelhansaure(CNA)-Einheiten, peptidische 
Nucleinsaure (PNA), oder einer Nucleinsaure mit einer 
Oder mehreren [2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclo- 
hexylJ-Nucleobasen. 

9. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 5-8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleobase der Nu- 
cleinsaure Oder deren Analoga ausgewahlt isl aus Pu- 
rin, 2,6-Diaminopurin, 6-Purinthiol, Pyridin, Pyrimi- 
din, Adenin, Guanin, Isoguanin, 6-Thioguanin, Xant- 
hin, Hypoxanthin, Thymidin, Cytosin, Isocytosin, In- 
dol, Tryptamin, N-Phthaloyluyptamin, Uracil, Coffein, 
Theobromin, Theophyllin, Benzotriazol oder Acridin. 

10. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 5-9. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleinsaureanaloga 
ausgewahlt sind aus Ribopyranosyladenosin, Ribopy- 
ranosylguanosin, Ribopyranosylihymidin, Ribopyra- 
nosylcytosin, Ribopyranosyltryptamin oder Ribopyra- 
nosyl-N-phthalotryptamin, Ribopyranosyl- uracil oder 
deren (2-Amino-4-(carboxymethyl)ribopyranosyl]-De- 
rivate. 

11. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
5-10, dadurch gekennzeichnet, dafi die Lange der Nu- 
cleinsaure und deren Analoga mindestens ca. 4-50, 
vorzugsweise mindestens ca. 4-25, insbesondere min- 
destens ca. 4-15, vor allem mindestens ca. 4-10 Nu- 
kleotide ist. 

12. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
1-11, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskom- 
ponente A an einem Trager immobilisiert ist. 

13. Erkennungssystem nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Trager ausgewahlt isl aus Kera- 
mik, Metall, insbesondere Edelmeiall, Glaser, Kunsi- 
stofFe, kristalline Malerialien bzw. diinne Schichten des 
Tragers, insbesondere der genannten Malerialien, oder 
(bio)molekulare Filamente, wie Cellulose, Geriistpro- 
leine. 

14. Ericennungssystem nach Anspruch 12 oder 13, da- 
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durch gekennzeichnet, daB die Bindungskomponenle A 
an einen Trager iiber eine kovalente Bindung. quasi- 
kovalente Bindung oder supramolekulare Bindung 
durch Assozialion von zwei oder mehreren molekula- 
ren Spezien wie linearkonstituierte Molekiale, insbe- 5 
sonderc Peptide, Peptoide, Proteine, lineare Oligo- 
oder Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Ana- 
loga, Oder Monomere wie Heterocyclen, insbesondere 
Stickstoffheteracyclen, oder nichtlinear konstituierte 
Molekule wie verxweigte Oligo- oder Polysacharide lO 
Oder Antikorper und deren funklionelle Teile wie Fv- 
Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmenie (scFv) oder 
Fab-Fragmente, immobilisiert ist. 

15. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 12- 
14, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskompo- 15 
nente A an definierten Stellen des Tragers, vorzugs- 
weise in Form einer Matrix, immobilisiert ist. 

16. Erkennungssystem nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die definierten Stellen des Tragers 
adressiert sind. 

17. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 12- 
16, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskompo- 
nenle A an eine Trager-ElekUrode des Tragers immobi- 
lisiert isl. 

18. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1- 25 
17 dadurch gekennzeichnet, daB die Erkennungsspezie 
B ein Biomolekul ist. 

19. Erkennungssystem nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Biomolekul ausgewahlt ist aus 
Peptid, Peptoid, Protein wie Rezeptor oder funktionelle 30 
Teile davon wie die exU-azellulare Domane eines Mem- 
bran-slandigen Rezeptors, Antikorper oder funktio- 
nelle Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv- 
Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, oder Zellbe- 
standteile wie Lipide, Glykoproteine, Filamentbesland- 35 
teile, Oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside, oder 
Viroide, oder deren Derivate wie Acetate und deren 
wirksame Teile, oder Substanzbiblioiheken wie En- 
sembles von sich strukturell unterscheidenden Verbin- 
dungen, vorzugsweise oligomere oder polymere Pep- 40 
tide, Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren. 

20. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
1-19, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierte 
Bindungskomponenle A verschiedene Bindestellen fur 
verschiedene Erkennungsspezien B enthall, wodurch 45 
verschiedene Erkennungsspezien B an der Bindungs- 
komponenle A binden konnen, 

21. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1- 
20, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine wei- 
tere Erkennungsspezie B an die Bindungskomponenle 50 
A immobilisiert isl. 

22. Erkennungssystem nach Anspruch 20 oder 21 , da- 
durch gekennzeichnet, daB es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungs- 
komponenle A mil mindestens 2+n verschiedenen 55 
Bindestellen fiir mindestens 2+n verschiedene Er- 
kennungsspezien Bl, B2 Bn und eine weiiere von 
der Erkennungsspezie Bl, B2 . . . Bn verschie- 
dene Erkennungsspezie B(n+3), die an die immo- 
bilisierte Bindungskomponenle A immobilisiert 60 
ist, und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungs- 
spezien Bl, B2 ... B(n+3), 

wobei n eine ganze Zahl von 0-20, vorzugsweise O-lO, 
insbesondere 0-5, vor allem 0 oder 1 bedeutel. 65 

23. Erkennungssystem nach Anspruch 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Erkennungsspezie Bl, Bn 

aus einer Substanzbibliothek slamml. 
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24. Erkennungssystem nach Anspruch 22 oder 23, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Struktur der Erken- 
nungsspezie B(n+3) bekannt ist. 

25. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
20-24, dadurch gekennzeichnet, daB die verschiedenen 
Erkennungsspezien B dasselbe SubsU-at S ericennen. 

26. Erkennungssystem nach Anspruch 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Substrat S ausgewahlt ist aus 
Molekiile, vorzugsweise Arzneistoffe und Pflanzen- 
schutzwirkstofTe, Metaboliten, physiologische Boten- 
stoffe, Derivate von Leitstrukturen, Subsianzen, die im 
menschlichen oder tierischen Korper im Fall von 
krankhaflen Veranderungen produzierl oder im erhoh- 
ten MaB produzierl werden, oder Ubergangszustanda- 
naloga, oder Peptide, Peptoide, Proteine wie Rezepto- 
ren oder funklionelle Teile davon wie die extrazellulare 
Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Anti- 
korper Oder funktionelle Teile davon wie Fv-Frag- 
mente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
Fragemente, oder Zellbestandteile wie Lipide, Glyko- 
proteine, Filamenlbeslandteile, oder Viren, Virenbe- 
standteile wie Kapside, oder Viroide, oder deren Deri- 
vate wie Acetate, oder Monomere wie Heterozyklen, 
insbesondere Stickstoffheterozyklen, oder nichUinear 
konstituierte Molekiile wie verzweigte Oligo- oder Po- 
lysaccharide, Oder Substanzbiblioiheken wie Ensem- 
bles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren, Ester, Acetale 
oder Monomere wie Heterocyclen, Lipide, Sleroide, 
oder Angriffssurukluren von Pharmaka, vorzugsweise 
Arzneimillekezeploren, spannungs-abhangige lonen- 
kanale. Transporter, Enzyme oder Biosynthese-Einhei- 
len von Mikroorganismen. 

27. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
1-26, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Inununo- 
assay darstelli. 

28. Verfahren zur Identifizierung eines Substrates S in 
einer Probe mil Hilfe des Erkennungssysiems gemaB 
einem der Anspriiche 1-27, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

(a) eine Erkennungsspezie B, die das SubsU-at S 
erkennt, mil der Probe in Kontakt gebracht wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mil einer im- 
mobilisierten Erkennungsspezie B in Kontakt ge- 
bracht wird, und 

(c) die Bildung eines Komplexes aus immobili- 
sierter Bindungskomponenle A, Erkennungsspe- 

• zie B und SubsU-at S nachgewiesen wird, 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Bildung des Komplexes uber physi- 
kalische Parameter wie Temperatur, Salze, Losungs- 
miltel, eleku-ophorelische Vorgange gesteuerl wird. 

30. Verfahren nach Anspnich 28 oder 29, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Komplex iiber eine Markierung 
wie eine radioaktive oder fluoreszierende Markierung, 
enzymatische Markierung, Redoxmarkierung, Spinn- 
markiemng der Erkennungsspezie B nachgewiesen 
wird, Oder uber den Komplex selbsl, beispielsweise 
uber Eleku-odenprozesse wie iiber chemische Prozesse, 
z. B. Redoxprozesse in der Umgebung oder an der 
Elekuode oder iiber eine physikalische MeBgroBe wie 
uber Impedanzmessung oder Gleichstrommessung. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-30, da- 
durch gekennzeichnet, daB in einem weiteren Schrili 
der Komplex aus Erkennungsspezie B und Substrat S 
isolierl wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB der Komplex aus Erkennungsspezie B 
und Substrat S nach Einfrieren des Bindungsgleichge- 
wichis Oder kovalentes Cross-Linking von Erken- 
nungsspezie B und Substrat S isoliert wird. 
33. Verwendung des Erkennungssystems gemaB ei- 5 
nem der Anspriiche 1-27 zum Auffinden eines Substra- 
tes S, zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalysators 
und/oder zur Herstellung eines elekux)nischen Bauieils, 
insbesondere zum AufTinden, zur Optimierung und/ 
Oder zur Herstellung eines AizneiwirkstofTes oder lO 
Pflanzenschutzwirksioffes, 
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